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k57 Resumen:
Secuenciador perfeccionado de protenas y acidos nu-
cleicos, por electroforesis, y procedimiento para su
operacion.
El secuenciador perfeccionado de protenas y acidos
nucleicos por electroforesis, y procedimiento para su
operacion, que constituye el objeto de esta Patente,
realiza dicho proceso en el seno de un gas inerte.
Su estructura se compone de: una camara oscura
(1) con dos electrodos (2)-(2’) en planos opuestos,
alimentacion de gas (3) e inyeccion de la muestra
acuosa mediante un electro-spray (4); un sistema
electronico de adquisicion de datos, con ordenador
(6); y una fuente de alimentacion de corriente con-
tinua (7) con doble conmutador (8) para cambio de
polaridad de los electrodos.
En la utilizacion del secuenciador con radiactividad,
las moleculas son marcadas con un radioisotopo, lle-
gando al segundo electrodo compuesto por dos plan-
chas (10)-(10’), la frontal de oricios (11), entre las
cuales se encuentra un centelleador (12), que facilita
la deteccion de las moleculas mediante un fotodetec-
tor (13) que informa al ordenador (6).
En la utilizacion sin radiactividad, el segundo elec-
trodo es un detector electrico gaseoso (14).
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Secuenciador perfeccionado de protenas y aci-
dos nucleicos, por electroforesis, y procedimiento
para su operacion.
Objeto
El objeto al cual se reere la invencion que se
protege en esta Patente, consiste en un Secuen-
ciador perfeccionado de protenas y acidos nuclei-
cos, por electroforesis, y procedimiento para su
operacion.
Se trata, por tanto, de un dispositivo aplica-
ble a la determinacion por electroforesis tanto de
los aminoacidos que forman las protenas como de
las bases que componen los acidos nucleicos, as
como a su distribucion secuencia< en las macro-
moleculas de dicho material biologico.
Antecedentes
La electroforesis es un metodo analtico de se-
paracion de las partculas con carga electrica con-
tenidas en una solucion de una mezcla de ellas,
mediante la accion de un campo electrico.
El metodo esta basado en la diferencia en-
tre las velocidades de migracion de las diferentes
partculas, segun sus dimensiones y su carga, pu-
diendo realizarse dicha migracion en el seno de
un lquido (electroforesis en fase libre o de gra-
diente movil) o bien sobre un lquido mantenido
sobre un soporte idoneo (electroforesis de zona),
por ejemplo, geles de agarosa, poliacrilamida, etc.
Este ultimo se aplica con nalidades clnicas, en el
diagnostico de numerosas enfermedades mediante
el analisis de protenas sericas, que son cuanti-
cadas por lectura fotometrica directa (proteino-
grama).
En los secuenciadores conocidos se vienen
utilizando rayos laser para la excitacion de las
moleculas con la consiguiente emision de luz a
n de que puedan ser detectadas en su migracion
por dispositivos fotosensibles.
El procedimiento conocido adolece de una
cierta lentitud ya que puede durar varias horas,
incluyendo la costosa preparacion de los geles, por
lo que se pretende acortarlo mediante variantes
como la electroforesis capilaro la utilizacion de
geles ultranos; pero aun con estas tecnicas, la
duracion de los analisis resulta considerable, del
orden de los 15 a 20 minutos.
Descripcion de la invencion
La nalidad de la invencion que constituye el
objeto de esta Patente, consiste en la superacion
de los inconvenientes propios del procedimiento
analtico porelectroforesis conocido, precedente-
mente descritos (y singularmente, su lentitud),
habiendo sido concebida y dise~nada atendiendo
a este objetivo prioritario.
Para ello, se ha modicado la naturaleza del
fludo en el seno del cual se produce la electrofo-
resis, sustituyendo los geles de soporte conocidos
por un gas inerte, preferentemente argon, lo cual
da lugar alas siguientes ventajas:
- Reduccion del tiempo necesario para com-
pletar el proceso de separacion de las macromole-
culas, que puede hacerse de forma practicamente
instantanea, con una duracion del orden de un
segundo.
- Reduccion del costo del dispositivo, tanto
por la supresion del gel como por la innecesarie-
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dad de los rayos laser, por emplearse como detec-
tor electrico gaseoso el propio gas inerte utilizado
como medio y soporte de la electroforesis.
Posibilidad de analizar no solamente cadenas
simples de ADN (acido desoxiribonucleico) sino
tambien macromoleculas de ADN de doble helice.
El secuenciador perfeccionado que constituye
el objeto de esta Patente, comprende los siguien-
tes elementos estructurales:
Una camara oscura, con flujo controlado del
gas inerte en cuyo seno tiene lugar la electrofo-
resis, provista de electrodos de plancha metalica,
preferentemente cobre, en extremos opuestos, ali-
mentacion de gas e inyeccion de la muestra acuosa
de protenas o acidos nucleicos.
Dicha muestra se obtiene a partir del mate-
rial biologico disponible (sangre, tejidos, etc.) ex-
trayendole las protenas o acidos nucleicos me-
diante tecnicas convencionales, y multiplicando la
cantidad nal de ADN por medio de la reaccion
en cadena de la polimerasa.
Un electro-spray, con equipo de bombeo inyec-
tor de la muestra nebulizada en aerosol, capaz de
pulverizar las macromoleculas en dimensiones del
orden de pocos nanometros (un nanometro es uno
por diez elevado a menos nueve metros).
Un sistema electronico de adquisicion de da-
tos, acoplado a un ordenador, previa calibracion
del aparato, capaz de calcular el tiempo invertido
por las moleculas de ADN de la muestra inyec-
tada, en recorrer la distancia que separa los elec-
trodos de la camara y deducir, en funcion de su
valor, la masa de dichas moleculas, previa cali-
bracion del aparato.
Una fuente de alimentacion de energa
electrica en corriente continua, con posibilidad de
conexion alternativa y simultanea a los electro-
dos (por ejemplo, mediante dos conmutadores de
accionamiento conjunto), a n de que el cambio
de polaridad permita su utilizacion indistinta con
moleculas con carga positiva o negativa, estando
conectado al ordenador el medio de conmutacion.
El funcionamiento del secuenciador perfeccio-
nado es el siguiente:
Las partculas con carga electrica producidas
por el electro-spray, son barridas hacia el elec-
trodo mas proximo por un flujo de gas inerte
(en su caso, argon), quedando retenidas en di-
cho electrodo, por la accion del campo electrico
del mismo.
Al nalizarla inyeccion de la muestra, se
conectan simultaneamente ambos electrodos a
la alimentacion de corriente continua, en polos
opuestos, iniciandose la migracion electroforetica
de las macromoleculas, de cuya partida del elec-
trodo en el que estaban retenidas queda infor-
mado el ordenador por la conexion del medio de
conmutacion, a efectos del calculo programado
del tiempo invertido hasta su llegada al electrodo
opuesto.
La deteccion de su llegada puede realizarse por
distintos procedimientos:
- Por radiactividad: Las moleculas son mar-
cadas previamente con un radioisotopo, preferen-
temente fosforo 32, y llegan al segundo electrodo
que esta formado por dos planchas metalicas de
las cuales la frontal presenta numerosos oricios
de muy peque~no diametro, distribuidos ordenada-
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mente, entre cuyas planchas se coloca una placa
transparente de centelleo, con oricios coinciden-
tes con los de la plancha frontal.
Al llegar las macromoleculas al segundo elec-
trodo, penetran por los oricios de la plan-
cha frontal y al pasar por el centelleador, las
partculas emitidas por su radiactividad producen
luz de centelleo, que es captada por un fotode-
tector (fotomultiplicador o fotodiodo), que trans-
forma la energa luminosa en un pulso electrico,
el cual sirve para informar al ordenador de la -
nalizacion del recorrido de las macromoleculas.
- Sin radiactividad: La llegada de las macro-
moleculas al segundo electrodo es se~nalada por
un detector electrico gaseoso que utiliza el pro-
pio gas inerte electroforetico como medio de de-
teccion ya que, al aproximarse las moleculas al
detector (p. ej. camara de hilos o MWPC Mul-
tiwire Proportional Chamber), que actua como
segundo electrodo, encuentran un elevado campo
electrico que hace que se aceleren y choquen con
el gas, produciendo una avalancha de electrones
detectable como se~nal electrica.
Esta forma de deteccion simplica la que se
basa en la radiactividad, ya que no requiere
la marcacion previa de las moleculas y permite
prescindir de algunos elementos estructurales del
segundo electrodo tales como la doble plancha
metalica, el centelleador y el fotodetector.
Un tercer metodo de deteccion, que no hace
uso de la radiactividad, esta basado en que,
al llegar las macromoleculas a las proximidades
del segundo electrodo, producen una radiacion
lumnica, mediante diversos procesos fsicos, de-
tectable con la suciente rapidez y precision tem-
poral.
En cuanto a la aplicacion del secuenciador en
su funcion especca, deben emplearse tantos dis-
positivos en paralelo como sean necesarios segun
el fraccionamiento requerido de las moleculas. As
por ejemplo, en el caso de los acidos nucleicos
seran necesarios cuatro dispositivos, correspon-
diendo cada uno a una de las bases nitrogenadas
que lo componen; mientras que en el caso de las
protenas, se les aplican enzimas previamente a su
paso por el secuenciador, para su corte por luga-
res especcos, utilizando despues tantos secuen-
ciadores en paralelo como tipos de aminoacidos
intervengan en su composicion.
Breve descripcion de los dibujos
Para complementarla descripcion de la in-
vencion y facilitar la interpretacion de las carac-
tersticas formales, estructurales y funcionales, de
su objeto, se acompa~nan dibujos en los que se
representan esquematicamente diferentes aspec-
tos de una realizacion preferente del secuenciador
perfeccionado de protenas y acidos nucleicos, por
electroforesis, que constituye el objeto de esta Pa-
tente.
En dichos esquemas, que se reeren am-
bos a secciones longitudinales orientativas de la
camara,
La Figura 1 muestra la disposicion del se-
cuenciador en cuya operacion se utiliza la radiac-
tividad para la marcacion y seguimiento de las
macromoleculas, representandose seccionado lon-
gitudinalmente el segundo electrodo, constituido
por dos planchas metalicas, con el centelleador
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interpuesto entre ambas.
La Figura 2 corresponde al secuenciador con
detector electrico gaseoso, en el que este esta re-
presentado por una camara de hilos (MWPC) que
constituye el segundo electrodo, seccionado longi-
tudinalmente.
Descripcion de una realizacion preferente
Para mostrar con claridad la naturaleza y el
alcance de la aplicacion ventajosa del secuencia-
dor perfeccionado de protenas y acidos nucleicos,
por electroforesis, y procedimiento para su ope-
racion, que constituye el objeto de la invencion,
se describen seguidamente su estructura y su fun-
cionamiento (o utilizacion), haciendo referencia a
los dibujos que, por representar una realizacion
preferente de dicho objeto, con caracter informa-
tivo, deben considerarse en su sentido mas amplio
y no como limitadores de la aplicacion y el con-
tenido de la invencion.
El fluido en el seno del cual se produce la elec-
troforesis, es un gas inerte.
Sus componentes estructurales, son:
Una camara oscura (1), con flujo controlado
del gas inerte, provista de dos electrodos (2)- (2’)
de plancha metalica en extremos opuestos, ali-
mentacion de gas (3) a presion, e inyeccion de la
muestra acuosa de protenas o acidos nucleicos.
Un electro-spray (4) con equipo de bom-
beo (5), inyector de la muestra nebulizada en
partculas de pocos nanometros.
Un sistema electronico de adquisicion de da-
tos, acoplado a un ordenador (6), previa cali-
bracion del aparato, capaz de calcular el tiempo
invertido por las moleculas de la muestra en reco-
rrerla distancia que separa los electrodos (2)(2’).
Una fuente de alimentacion de energa
electrica en corriente continua (7), con posibili-
dad de conexion alternativa y simultanea a los
electrodos (2)-(2’), mediante medios de conmu-
tacion (8) adecuados para informar al ordenador
de su conexion.
Las partculas con carga electrica producidas
por el electro-spray son inyectadas a presion en
la camara (1) y barridas hacia el electrodo (2)
mas proximo por el flujo de gas inerte (3) pa-
sado por el ltro (9), quedando retenidas en di-
cho electrodo por la accion del campo electrico del
mismo, hasta la conexion de ambos electrodos a
polos opuestos de una fuente de alimentacion de
energa electrica en corriente continua (7) cuando
se ha inyectado la totalidad de la muestra, en cuyo
momento se inicia la migracion electroforetica de
las macromoleculas, registrandose por el ordena-
dor (6) tanto el momento de la partida de ellas
del electrodo (2) como el de su llegada al electrodo
opuesto (2’), a efectos del calculo programado del
tiempo invertido en su recorrido de un electrodo
al otro.
En la disposicion que requiere radiactividad
para la deteccion de la llegada de las moleculas
al segundo electrodo (2’), estas son marcadas
previamente por un radioisotopo; y porque di-
cho electrodo (2’) esta formado por dos plan-
chas metalicas (10)-(10’) (Figura 1), de las cuales
la frontal (10) presenta numerosos oricios (11)
distribuidos ordenadamente, entre cuyas plan-
chas se coloca una placa transparente de centelleo
(12), con oricios coincidentes con los de la plan-
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cha frontal (10), de modo que al atravesar las
moleculas el centelleador (12), las partculas emi-
tidas por su radiactividad producen luz de cen-
telleo que es captada por un fotodetector (13) que
la transforma en un pulso electrico que informa al
ordenador (6) de la nalizacion del recorrido de
las macromoleculas.
En la disposicion que no requiere radiactivi-
dad, la llegada de las macromoleculas es se~nalada
por un detector electrico gaseoso (14) que actua
como segundo electrodo y utiliza el propio gas
inerte electroforetico como medio de deteccion
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ya que, al aproximarse las moleculas al detec-
tor, encuentran un elevado campo electrico que
hace que se aceleren y choquen con el gas, pro-
duciendo una avalancha de electrones detectable
como se~nal electrica.
Un tercer metodo de deteccion, que no hace
uso de la radiactividad, esta basado en que,
al llegar las macromoleculas a las proximidades
del segundo electrodo, producen una radiacion
lumnica, mediante diversos procesos fsicos, de-
tectable con la suciente rapidez y precision tem-
poral.
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REIVINDICACIONES
1. Secuenciador perfeccionado de protenas
y acidos nucleicos por electroforesis, y procedi-
miento para su operacion, caracterizado esen-
cialmente porque el fludo en el seno del cual se
produce la electroforesis, es un gas inerte; y por-
que sus componentes estructurales, son:
Una camara oscura (1), con flujo controlado
del gas inerte, provista de dos electrodos (2)- (2’)
de plancha metalica en extremos opuestos, ali-
mentacion de gas (3) a presion, e inyeccion de la
muestra acuosa de protenas o acidos nucleicos.
Un electro-spray (4) con equipo de bom-
beo (5), inyector de la muestra nebulizada en
partculas de pocos nanometros.
Un sistema electronico de adquisicion de da-
tos, acoplado a un ordenador (6), previa cali-
bracion del aparato, capaz de calcular el tiempo
invertido por las moleculas de la muestra en reco-
rrer la distancia que separa los electrodos (2)-(2’).
Una fuente de alimentacion de energa
electrica en corriente continua (7), con posibili-
dad de conexion alternativa y simultanea a los
electrodos (2)-(2’), mediante medios de conmu-
tacion (8) adecuados para informar al ordenador
de su conexion.
2. Secuenciador perfeccionado de protenas
y acidos nucleicos por electroforesis, y proce-
dimiento para su operacion, segun la Reivindi-
cacion 1a, caracterizado esencialmente porque
el procedimiento para su operacion es el siguiente:
las partculas con carga electrica producidas por
el electro-spray son inyectadas a presion en la
camara (1) y barridas hacia el electrodo (2) mas
proximo por el flujo de gas inerte (3) pasado por
el ltro (9), quedando retenidas en dicho elec-
trodo por la accion del campo electrico del mismo,
hasta la conexion de ambos electrodos a polos
opuestos de una fuente de alimentacion de energa
electrica en corriente continua (7) cuando se ha
inyectado la totalidad de la muestra, en cuyo mo-
mento se inicia la migracion electroforetica de las
macromoleculas, registrandose por el ordenador
(6) tanto el momento de la partida de ellas del
electrodo (2) como el de su llegada al electrodo
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opuesto (2’), a efectos del calculo programado del
tiempo invertido en su recorrido de un electrodo
al otro.
3. Secuenciador perfeccionado de protenas
y acidos nucleicos por electroforesis, y procedi-
miento para su operacion, segun las Reivindica-
ciones precedentes, caracterizado esencialmente
porque para la deteccion de la llegada de las
moleculas al segundo electrodo (2’), estas son
marcadas previamente por un radioisotopo; y
porque dicho electrodo (2’) esta formado por dos
planchas metalicas (10)-(10’) (Figura 1), de las
cuales la frontal (10) presenta numerosos ori-
cios (11) distribuidos ordenadamente, entre cuyas
planchas se coloca una placa transparente de cen-
telleo (12), con oricios coincidentes con los de la
plancha frontal (10), de modo que al atravesar las
moleculas el centelleador (12) las partculas emiti-
das por su radiactividad producen luz de centelleo
que es captada por un fotodetector (13) que la
transforma en un pulso electrico que informa al
ordenador (6) de la nalizacion del recorrido de
las macromoleculas.
4. Secuenciador perfeccionado de protenas
y acidos nucleicos por electroforesis, y procedi-
miento para su operacion, segun las Reivindica-
ciones 1a y 2
a
, caracterizado esencialmente por-
que la llegada de las macromoleculas es se~nalada
por un detector electrico gaseoso (14) que actua
como segundo electrodo y utiliza el propio gas
inerte electroforetico como medio de deteccion
ya que, al aproximarse las moleculas al detec-
tor, encuentran un elevado campo electrico que
hace que se aceleren y choquen con el gas, pro-
duciendo una avalancha de electrones detectable
como se~nal electrica.
5. Secuenciador perfeccionado de protenas
y acidos nucleicos por electroforesis, y procedi-
miento para su operacion, segun las Reivindi-
caciones 1a y 2
a
, caracterizado esencialmente
porque al llegar las macromoleculas a las pro-
ximidades del segundo electrodo, producen una
radiacion lumnica, mediante diversos procesos
fsicos, detectable con la suciente rapidez y pre-
cision temporal.
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